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慢性乙型肝炎患者外周血 Th17细胞的变化及意义

苏 莹 １），赵 朝 ２）

（1）西安市第八医院，陕西西安 710061；2） 西安市第一医院，陕西西安 710002）

［摘要］目的 探讨慢性乙型肝炎（chonic hepatitis B，CHB）患者外周血辅助性 T细胞亚群 17（Th17）的变

化及临床意义．方法 选择 45例中度 CHB患者、26例重度 CHB患者和 25例门诊健康体检者为研究对象．细胞

内染色检测外周血 Th17细胞的频率．荧光定量 PCR 法检测视黄醇类孤核受体（retinoid-related orphan receptor，

ROR） c mRNA的表达．ELISA法检测外周血 IL-17A 的水平．结果 中度 CHB患者和重度 CHB 患者外周血中

Th17 细胞的频率、RORc mRNA的表达和血浆 IL-17A 浓度明显高于对照组（ ＜0.05），而中度 CHB 组和重度

CHB组之间无统计学差异（ ＞0.05）．结论 CHB患者存在 Th17细胞的活化，Th17细胞活化可能参与了 HBV

感染慢性化的过程.
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［Abstract］ Objective To investigate the changes and clinical significance of Th17 cells in patients with

chronic hepatitis B（CHB） . Methods 45 patients with moderate CHB， 26 patients with severe CHB and 25 for

physical examinations were selected as the objects of study. The frequency of Th17 cells， the expression of

retinoid-related orphan receptor （ROR） c mRNA，and the level of plasma IL-17A were measured by intracellular

staining， real-time quantitative PCR and ELISA， respectively. Results The frequency of Th17 cells，RORc

mRNA expression and the level of plasma IL-17A were significantly higher in the moderate CHB group and severe

CHB group than those in the control group（ ＜0.05），whereas there was no statistically significant difference

between the moderate CHB group and severe CHB group （ ＞0.05） . Conclusion The activation of Th17 cells

has been in existence in CHB patients，and such activation may participate in the development of CHB.
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慢性乙型肝炎（chonic hepatitis B，CHB）在我

国发病率高，是危害公共健康的重大问题，免疫

细胞尤其是 T细胞在 HBV感染后病毒的清除以及

对肝细胞的后续损伤中发挥重要作用．众多研究

显示 Th1细胞数量和 /或功能的变化在 CHB发病

中起重要作用[1]．近年来新发现的一种辅助性 T细

胞 （T helper，Th） 亚群 -Th17 细胞，主要分泌

IL-17，与 Th1细胞作用明显不同，其研究主要集

中于自身免疫性疾病[2]，但在 CHB的发病中研究较

少．因此，本研究通过观察 CHB 患者外周血中

Th17细胞的变化，初步探讨 Thl7细胞与 CHB 发

病的关系．

1 对象与方法



1.1 研究对象

依据 2001 版病毒性肝炎的防治方案 [3]，入选

2012年 3月至 2012年 7月在西安市第八医院肝病
科住院的 CHB 患者 71 例，男性 39 例，女性 32

例，年龄 20～58岁，平均（35.1±9.8）岁，其中

中度 CHB 患者 45例（中度 CHB 组），重度 CHB

患者 26例（重度 CHB组）．对照组为来自同期本

院门诊的健康查体者 25例，其中男性 14例，女性

11例，年龄 22～60岁，平均（37.2±11.4）岁．

CHB组和对照组在年龄、性别上差异无统计学意

义（＞0.05） .

排除标准：HAV、HCV、HDV、HEV 和 HIV

感染者；酒精性肝病；恶性肝脏肿瘤患者；半年内

接受抗病毒治疗患者；慢性肾衰患者．所有患者和

健康体检者均签署知情同意书．

1.2 方法

1.2.1 主要试剂及仪器 藻红蛋白标记的 IL-17A
抗体、多甲藻叶绿素蛋白标记的 CD4抗体、同型

对照抗体和莫能霉素购自美国 BD公司；佛波酯和

离子霉素 （Calbiochem 公司）；RPMI1640 培养液

（Gibco公司）；总 RNA 提取试剂 Trizol（Invitrogen

公司）；DNA荧光染料（自 TaKaRa公司）；引物由

TaKaRa 公司设计和合成； IL-17A 的 ELISA 试剂

盒（上海 ExCell公司）；FACS Calibur型流式细胞

仪（美国 BD公司）．

1.2.2 外周血单个核细胞的分离 入选 CHB 患者

和对照组采集空腹静脉血 3 mL，肝素抗凝，2 000

r/min离心 20 min，分离的血浆在 -80℃冻存，以

备检测 IL-17A的水平，Ficoll密度梯度离心法分

离外周血单个核细胞．

1.2.3 Th17细胞频率的检测 PBMC用 RPMI1640

培养液重悬，加入佛波酯 （50 滋g/L）、离子霉素

（500 滋g/L） 和莫能霉素 （0.67 mL/L），置 37℃、
5%CO2的细胞培养箱中孵育 4 h，加入 PBS洗液，

500 g离心 5 min弃上清液，加入 20 滋L CD4-PerCP

单克隆抗体，4℃避光孵育 30 min，重复洗涤步骤，

加入 250 滋L固定 /破膜液进行细胞打孔，以利于细

胞因子染色，4℃避光孵育 20 min．用 1 ml破膜 /

洗液洗涤并重悬 PBMC，然后平均分为测定管和对

照管，分别加入 20 滋L IL-17A-PE和 20 滋L同型对

照抗体，室温避光孵育 30 min，破膜 /洗液洗涤 2

次，应用流式细胞仪检测 Th17细胞频率．

1.2.4 RORc mRNA的检测 根据试剂盒的说明

书，采用 Trizol 一步法裂解 PBMCs 提取总 RNA，

逆转录成 cDNA；SYBGreen 荧光染料检测 RORc

mRNA 的相对表达，RORc 的上下游引物分别为

5'-GCTGTGATCTTGCCCAGAACC-3' 和 5'- CTGC-

CCATCATTGCTGTTAATCC -3'；GAPDH作为内参，

上下游引物分别为 5'- GCACCGTCAAGGCTGA-

GAAC-3' 和 5'- TGGTGAAGACGCCAGTGGA-3'，

2-△△CT比较 mRNA的相对表达．
1.2.5 血浆 IL-17A 浓度的检测 根据 IL-17A

ELISA试剂盒的说明书进行，IL-17A检测的灵敏

度为 4 ng/L．

1.3 统计学处理

采用 SPSS软件对数据进行分析，计量资料用

均数±标准差（x±s）表示，Th17细胞的频率和

血浆 IL-17A浓度符合正态分布，组间的比较用单

因素方差分析，RORc mRNA的表达不符合正态分

布，组间的比较用 Mann-Whitney U检验， ＜0.05

为差异有统计学意义．

2 结果

2.1 外周血 Th17细胞频率

对照组、中度 CHB 组和重度 CHB 组患者

Th17 细胞 的 频 率 分 别为 （0.99 ±0.33） % 、

（1.39±0.57）%和 （1.62±0.58）%．与对照组相

比，中度 CHB组和重度 CHB组患者 Th17细胞的

频率明显升高（＜0.05），而不同程度的 CHB 2组

之间 Th17 细胞的频率相比，差异无统计学意义

（＞0.05）．

2.2 RORc mRNA表达

中度 CHB组和重度 CHB组患者的 RORc mR-

NA 的表达明显高于对照组，差异有统计学意义

（ ＜0.05），中度和重度 CHB组患者之间的比较，

差异有统计学意义（＜0.05），见图 2．

2.3 血浆 IL-17A浓度变化

中度 CHB 组和重度 CHB 组患者血浆 IL-17A

浓度较对照组明显升高（ ＜0.05），而 CHB 组间

的比较差异并无统计学意义（＞0.05），见表 1．

3 讨论

CHB发病与细胞免疫失调有关，T淋巴细胞在

机体清除感染的 HBV的过程中发挥重要作用．曹

创杰等[4]的研究表明 CHB患者存在 CD4＋T细胞的

数量和 /或功能缺陷，通过治疗使 CD4＋T细胞数

量的恢复，能有效的抑制 HBV复制，改善患者的

免疫功能．初始的 CD4＋T细胞在不同条件下可分

化为 Th1、Th2、Th17、Treg 和 Th22 细胞，CHB

患者树突状细胞 IL-12分泌下降，使 Th1细胞的分
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化成熟能力减弱，加之 HBV 对 PBMCs 的直接破

坏，使 Th1细胞数量减少和 /或功能下降[5，6]．宋春

辉等研究发现：CHB患者存在 Th2细胞的主要细

胞因子 IL-4的反应相对增强[7]．

Th17细胞是近年发现的一种新 CD4+T细胞亚

群，主要分泌 IL-17A和 IL-22等细胞因子，RORc

是其分化成熟关键的核转录因子，研究证实 Th17

细胞和 IL-17A 在多发性硬化症、类风湿性关节

炎、慢性炎症性肠病等自身免疫性疾病和炎症性

与对照组比较，* ＜0.05；与中度 CHB组比较，# ＜

0.05.

图 1 3组患者 Th17细胞频率比较

Fig. 1 Comparison of the frequency of Th17 cells in the three groups

与对照组比较，* ＜0.05.

图 2 3组患者 RORc mRNA PCR扩增曲线

Fig. 2 Amplification curves of RORc mRNA in the

three groups

组 别 n RORc mRNA

表达

血浆IL-17A

浓度（ng/L）

对照组 25 3.40±0.85 21.24±9.18

中度 CHB组 45 9.51±2.32* 29.20±13.41*

重度 CHB组 26 15.44±4.70*# 32.79±11.28*

表 1 3组患者 RORc mRNA表达和血浆 IL-17A浓度的比

较（x±s）
Tab. 1 Comparison of RORc mRNA expression and

plasma IL-17 in the three groups（x±s）

疾病中发挥一定的作用[8-10]．为进一步研究 Th17细

胞在 CHB中的作用，本研究通过细胞内染色、实

时定量 PCR和 ELISA的方法检测 CHB患者外周血

中 Th17细胞的频率、RORc mRNA 的表达和血浆

IL-17A的水平，结果发现：CHB患者中 Th17细胞
的频率、RORc mRNA的表达和血浆 IL-17A 水平

较对照组明显增高（ ＜0.05），但在中度 CHB 和

重度 CHB组并无差异（ ＞0.05），提示 Th17细胞

活化可能参与了 CHB的发病．Th17细胞激活可能

通过以下四个方面诱发 CHB 的发生，第一，

IL-17A作为一种致炎性细胞因子，诱导内皮细胞、

树突状细胞和上皮细胞合成和分泌 IL-6、IL-1β、

IL-23和 TNF-α等炎性分子[11]，促进 HBV感染中

肝脏损害的进展；第二，以上分泌的炎性分子募集

中性粒细胞到肝脏，加重肝损害；第三，IL-17A

直接与肝脏中多种细胞上的 IL-17R结合，直接促

进炎症反应；第四，CHB 患者 Th17 细胞分泌

IL-22的能力减弱，而 IL-22在肝细胞抗病毒感染

和抗炎性损伤中发挥重要作用[12]．

综上所述，CHB患者体内存在 Th17细胞的活

化，尽管本研究不能肯定 Th17细胞活化是 CHB发

生的使动因素，但 Th17细胞的激活可能加剧了肝
脏局部和全身的炎症反应，促进了 HBV感染的慢

性化过程，抑制 Th17细胞可能为临床治疗 CHB提

供新的思路．
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